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1緒  言
 多 くの生理活性物質は生体高分子 との相互反応を通




    A十B≠AB十AB2十 ……ABn  (1)
(1)式の反応の結合パラメ0タ ーを測定する場合,原 理
的には図1に 示すよ うにアクセプターAと リガン ドB
の溶液 を半透膜で仕切 り,Bの β相 における平衡濃度
を測定することによって結合型Bの 濃度 を知ることに
なる。しかし,実 際にはBの β相 における平衡濃度はA
との結合に一義的に依存するのではなく,Bの 半透膜
面への吸着や浸透圧による容積変化の影響 を受ける。
従来,操 作 と装置の簡便 さのため,図2aに 示すよう
な方法Dを 取 ることが多 く,事 実,学 生実験 において
も同方法を採用 して来た。 しかし,特 に学生実験のよ
去 されるが,従 来の方法では この条件は満 たされ な
い。②の影響は,結 合型のBの 濃度 またはα相の容積
変化の度合を直接測定出来 る場合は問題に ならない
が,一 般に多成分系におけるこのような測定は容易で
はない。浸透圧効果はα相 とβ相 の液面の高 さをほぼ
等 しくすることによって測定誤差範囲内におさえるこ
とが出来るが,従 来の方法では透析膜 の両端 を結ぶ時
に内部の圧力がばらつき,誤 差の原 因になる。これら
の誤差を除去 するのに い くつ かの手段が 考え られ る
が}特 に学生実験で要求 され る簡便 さを考慮 してfこ
こでは図2bに 示す ような方法 を考案 し,従 来の方法
と比較検討 してみた。 また,こ こで使用 したBSA一
メチルオ レンジの反応系は古 くか ら研究 されてい る
が,結 合様式については明 らかにされていないので,
合わせてここで検討 したいと思 う。
図1 平 衡 透析法
うに操作や条件を一定にす ることが困難 な場合,こ の
方法による測定値は大きくばらつ く。測定値 の誤差 の
主要な原因は,① 低分子 リガン ドBの 膜面への吸着 と
②浸透圧によるα相の容積変化であろう。①の影響は
半透膜 と溶液 との接触面を一定に保つことによって除
図2 平衡透析法(a:従 来の方法(方 法1),
b:改 良法(方 法H))
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1 試薬および反応溶液の調整
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ムFO= -RTlnK (6) 
存性を示す場合には， (7)式を適応しなければならない










CA(仙の CB(ρM)CB(μM) CB'-CB (j-lCB-1(M-l) 
14 200 105. 80 18. 30 O. 255 O. 95 x 104 
方 1 100 49.30 10.95 0.426 2.02 
法 1 50 24.00 5.80 0.805 4.17 
1 25 11.30 3.56 1.311 8.85 
1 20 9.35 2.66 1.754 10.70 
14 200 97. 00 25. 00 O. 187 1. 03 x 104 
方 1 100 45.75 14.30 0.326 2.19 
法 1 50 22.56 7.04 0.663 4.43 
E H 25 10.88 4. 00 1. 167 9. 19 
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C;'(M-:1) 
図3 BSAとメチノレオレンジの結合等温線
1 ~.._ 1 . 1 
直線の式はそれぞれo=0.145でE+王す(方法 1) 



















































T K(M-l) n (moles/mole) .dFo (kca1/mole) .dHO(kca1/mole) .dSo (e.u.) 
278 
308 
6.2 X 103 
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